水 稳 OsZAT 12 基因 响应 非 生 物 胁迫 和 植物 激素 的 研究 
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JH Æ: C2H2 锌 指 和 蛋白 是 真 核 生 物体 内 一 类 重要 的 转录 因子 ， 在 植物 生长 发 育 和 应 对 非 生 
物 胁迫 方面 具有 重要 的 作用 。 实 验 室 前 期 克隆 了 水 稻 C2H2 锌 指 蛋 白 OsZAT12， 该 基因 在 水 
稻 根 中 特异 表达 ， 定 位 于 细胞 核 ， 异 源 过 表达 OSZATI2 的 拟 南 芥 植株 矮小 。 为 进一步 研究 
OsZATI2 在 水 稳 中 的 功能 ,该 文 分 析 了 OsZATI2 的 启动 子 元 件 和 转录 活性 ,采用 qRT-PCR 技 
术 分 析 OsZATI2 在 非 生物 胁迫 和 植物 激素 处 理 下 的 响应 模式 。 结 果 表 明 : OsZAT12 含有 2 
个 典型 的 C2H2 锌 指 结构 域 和 1 个 EAR motif， 具 有 转录 抑制 活性 ， 且 该 基因 的 启动 子 中 
含有 与 非 生物 胁迫 和 植物 激素 相关 的 元 件 。 对 野生 型 水 稻 进 行 非 生物 胁迫 和 激素 处 理发 现 ， 
Ai GR (4'C ) 和 激素 ABA 处 理 显著 下 调 OsZATI2 的 表达 ; 而 渗透 胁迫 (20% PEG 

6000)、 激素 BR 或 IAA 处 理 则 显著 上 调 OsZATI2 的 表达 。 说明 
OsZATI2 介 导 了 水 稳 应 对 多 种 非 生 物 胁 迫 和 激素 的 变化 。 利 用 含 35S 启动 子 的 过 表达 载体 
和 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 分 别 得 到 纯 合 的 OsZATI2 过 表达 植株 和 OsZAT12 fix RTL 
株 。 对 过 表达 OsZATI2 的 水 稳 表 型 观察 发 现 , 相 比 于 野生 型 ，OsZ4712 过 表达 植株 在 分 丝 
期 、 抽 穗 期 和 成 熟 期 这 三 个 时 期 的 株 高 均 显 著 降 低 ; 而 OSZATI2 敲 除 植株 的 株 高 与 野生 型 
没有 明显 差异 ， 但 每 株 穗 数 和 结实 率 均 显著 低 于 野生 型 。 说 明 OsZATI2 影响 了 水 稻 株 型 、 
穗 型 及 结实 率 等 农艺 性 状 的 建成 。 实 验 进一步 表明 过 表达 OSZATI2 降低 了 水 稻 对 外 源 ABA 
的 敏感 性 ， 而 OsZATI2 敲 除 植株 则 相反 。 综 上 ， 推 测 OsZ4772 对 植株 生长 发 育 的 影响 ， 可 
能 与 该 基因 响应 多 种 非 生物 胁迫 和 激素 信号 的 调控 有 关 。 该 研究 可 将 为 利用 OsZAT12 进行 
水 稻 耐 逆 稳 产 分子 设 计 育 种 提供 实验 依据 。 关 键 词 : 水 稻 ，C2H2 锌 指 蛋 白 ， OsZAT12， 非 
生物 胁迫 ，ABA 
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Abstract: C2H2 zinc finger proteins are a class of important transcription factors in eukaryotes, 


which play important roles in plant growth and development and in response to abiotic stresses. 


OSZATI2, a C2H2 zinc finger protein in rice, which cloned in our previous study, was only 
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expressing in rice roots and localized in the nucleus. Overexpressing OsZATI2 in Arabidopsis 
exhibited dwarf phenotype. To further investigate the function of OsZAT/2 in rice, qRT-PCR was 
used to analyze the response patterns of OsZATI2 under abiotic stresses and phytohormones 
treatment, and the promoter elements and transcriptional activity of OsZAT12 was analyzed as 
well. The results show that OsZATI2 contains two typical C2H2 zinc finger domains and one 
EAR motif, and has transcriptional repressive activity. The promoter of the OsZATI2 contains 
elements related to abiotic stresses and phytohormones. The results of abiotic stresses and 
phytohormones treatment in rice also revealed that low temperature stress (4?C) and 
phytohormone ABA treatment significantly down-regulated OsZAT12 expression, while osmotic 
stress (20% PEG 6000), phytohormone BR or JAA treatment significantly up-regulated the 
expression of OsZAT12. These results indicate that OsZAT12 involves in the changes in response 
to abiotic stresses and phytohormones in rice. Homozygous OsZAT12 overexpression plants and 
OsZATI2 knockout plants were obtained using overexpression vector with 35S promoter and 
CRISPR/Cas9 gene editing technology, respectively. Observation of the phenotype of OsZATI2 
overexpression rice showed that compared with the wild type, the plant height of OsZATI2 
overexpression plants was significantly shorter at tillering stage, heading stage and maturity stage. 
The plant height of OsZAT12 knockout plants did not change significantly comparing with the 
wild type, while the panicle number and seed setting rate of them were significantly lower than 
those of the wild type. These results indicated that OsZAT!2 affected the establishment of 
agronomic traits such as rice plant type, panicle type and seed setting rate. The results in this study 
further showed that overexpression of OsZAT12 reduces the sensitivity of rice to exogenous ABA, 
while the opposite phenotype was observed in OsZAT/2 knockout plants. Taken together, it is 
speculated that the effect of OsZAT12 on plant growth and development might be related to the 
regulation of this gene in response to abiotic stresses and hormonal signals. This study might 
provide an experimental basis for molecular design breeding of stress-tolerant and stable yield 
using OsZAT12 in rice. 
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锌 指 蛋 白 是 真 核 生 物体 内 一 类 被 广泛 研究 的 转录 因子 家 族 ， 根 据 半 胱 氨 酸 (C) 和 组 氨 
He CHO 残 基 的 数目 和 位 置 可 将 其 分 为 C2H2、C2HC、C2C2、C2C2C2C2、C2HC、C2C2 
等 类 型 (Laity et al., 2001). C2H2 WERE AERA is LINZ, 在 许多 代谢 途径 
以 及 植物 的 生长 发 育 和 非 生物 胁迫 反应 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 (Ballerini et al., 2020; Yin et 
al., 2020; Rodas et al., 2021; Zhang et al., 2021). 目前 , 在 水 稻 和 拟 南 芥 中 已 经 发 现 分 别 有 189 
和 176 个 C2H2 型 锌 指 和 蛋白， 该 类 和 蛋白 的 锌 指 结构 域 具有 CX24CX3FXsLX2HX3ssH (C: 半 
KAR, F: 茶 丙 氨 酸 ，H: HAR, Le RAR, X: 任意 氨基 酸 ) 特征 序列 (Englbrecht et 
al., 2004; Agarwal et al., 2007) ,根据 锌 指 结构 域 的 数目 、 序 列 和 排列 方式 , 拟 南 草 176 个 C2H2 
型 锌 指 蛋 白 可 分 为 set A, set B 和 set C, 其 中 包含 多 个 且 离 散 的 锌 指 结 构 域 的 一 类 归 为 set C 
(Pabo et al., 2001; Englbrecht et al., 2004; Ciftci-Yilmaz & Mittler, 2008). 3E E48 REE 7l 
中 2 个 组 氨 酸 之 间 的 氨基 酸 数目 ，set C 可 进一步 分 为 C1、C2 和 C3; 而 Cl 家 族 可 进 
细 分 为 C1-li. CI-2i. CI-3i. CI-4i 和 C1-5i (Englbrecht et al., 2004)。 有 关 Cl RINE 
主要 集中 在 C1-1i 和 C1-2i 亚 家 族 (Englbrecht et al., 2004; Ciftci-Yilmaz & Mittler, 2008) 。 
双子 叶 植物 拟 南 芥 C2H2 型 锌 指 蛋 白 的 C1-2i 亚 家 族 包 括 ZAT5~7、ZAT10~12、ZAT18 
和 AZF1~3 等 , 该 亚 家 族 含有 2 个 锌 指 结 构 , 锌 指 特 征 序列 中 2 个 组 氨 酸 之 间 的 氨基 酸 数 目 
为 3 个 ， 大 部 分 成 员 具 有 核定 位 信号 及 EAR motif (ethylene-responsive element binding 
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factor-associated amphiphilic repression motif ) ， 主 要 参与 各 种 生物 和 非 生物 胁迫 响应 
C Lippuner et al., 1996; Meissner et al., 1997; Englbrecht et al., 2004; Sakamoto et al., 2004; 
Mittler et al., 2006; Liu et al., 2013; Shi et al., 2014; Yin et al., 2017) 。 在 拟 南 芥 中 ，4t4ZF2 对 
盐 和 和 王 旱 胁迫 处 理 均 响应 强烈 ， 而 ALAZFI 和 AtAZF3 的 表达 对 非 生 物 胁迫 ( 盐 、 PAI) 
的 响应 较 弱 ， 且 只 有 ALAZF2 能 够 被 ABA (abscisic acid) 诱导 ， 这 可 能 是 由 于 AtAZF2 启动 
子 中 含有 ABA 响应 元 件 (Sakamoto et al., 2004)。 过 表达 41Z4778 可 以 提高 拟 南 芥 的 耐 旱 性 ， 
而 突变 41Z4778 则 导致 植物 对 干旱 胁迫 的 耐 受 性 降低 《Yin et al., 2017)。 组 成 型 过 表达 
AtZAT10 的 转基因 拟 南 芥 生 长 受到 抑制 ， 并 对 干旱 、 盐 、 高 温和 渗透 胁迫 的 耐 受 性 增强 ， 同 
时 也 提高 了 ROS 稳 态 相关 基因 如 AtAPXI FO ALAPX2 的 转录 (Sakamoto et al., 2004; Mittler et 
al., 2006)。 有 趣 的 是 ，41Z4710 FE Ala RRA RNAI 干涉 植株 也 表现 出 对 盐 和 渗透 胁迫 的 
耐 受 性 增加 ， 但 调控 机 制 目前 尚 不 清楚 (Mittler et al., 2006)。 除 了 拟 南 芥 ， 其 他 双子 叶 植物 
中 也 有 关于 C2H2 转录 因子 的 报道 。 豌 豆 St (stipules reduced) 基因 通过 影响 细胞 分 裂 和 细 
胞 扩展 调控 喝 豆 托 叶 的 大 小 (Moreau et al., 2018). Ææ] H Chair) 编码 C2H2 HY Pets 
白 ， 过 表达 该 基因 后 叶片 毛 状 体 数 量 显 著 增 加 (Chang et al., 2018). # f£ MtSUP 
(SUPERMAN) 也 是 C2H2 FERH, ERE EAR, MER. DRAG AMAIA, E 
pun 首 攻 中 将 该 基因 突变 后 影响 花 器 官 的 数量 和 形态 及 果实 发 育 (Rodas et al., 2021). 
e 不 本 科 植 物 结 缕 草 中 的 ZENI 基因 ， 编 码 C2H2 型 锌 指 蛋 白 ， 其 表达 受 盐 胁迫 、 冷 和 
HJ ABA 诱导 ; 在 拟 南 芥 中 异 源 过 表达 ZEN] 发 现 ,该 基因 通过 影响 活性 氧 的 积累 及 盐 胁 迫 响 
应 基因 的 转录 , 提高 拟 南 芥 对 盐 胁 迫 的 抗 性 (Teng et al., 2018). 干旱 胁迫 诱导 小 麦 TaZFP1B 
4 的 表达 ， 而 过 表达 TaZFPIB 的 小 麦 对 干旱 胁迫 的 抗 性 显著 增加 (Cheuk et al., 2020)。 水 稻 
CN 中 关于 C2H2 锌 指 蛋白 也 有 一 些 文献 报道 , 例如 ZFP182. ZFP36. ZFP179. ZFP245 和 ZFP252 
i 等 。 过 表达 ZFP182 能 提高 植物 对 盐 胁 人 迫 的 耐 受 性 (Zhang et al., 2012)。 过 表达 ZFP36 能 够 
提高 抗 氧 化 酶 的 活性 ， 并 增强 水 稻 对 干旱 胁迫 和 氧化 胁迫 的 耐 受 性 ， 相反，ZFP36 的 RNAi 
me 干涉 植株 中 抗 氧化 酶 活性 较 低 ， 对 干旱 胁迫 和 氧化 胁迫 更 敏感 (Zhang et ab, 2014)。 过 表达 
Ee ZFP179 能 够 提高 水 稳 的 耐 盐 性 ， 且 转基因 幼苗 对 外 源 ABA 更 加 敏感 (Sun et al., 2010)。 过 
5 表达 ZFP252 的 植株 对 盐 和 干旱 胁迫 的 耐 受 性 增加 , 在 盐 和 干旱 胁迫 处 理 下 , 过 表达 ZFP252 
一 植株 中 OsDREB14、OsP5CS 和 OsProT 等 非 生物 胁迫 相关 基因 的 表达 量 高 于 野生 型 和 
E ZFP252 沉默 株 系 ， 说 明 OsDREBIA. OsP5CS 和 OsProT 可 能 是 ZFP252 的 下 游 基 因 (Xu et 
= al., 2008). 
© OsZAT12 属于 C2H2 锌 指 蛋 白 的 C1-2i 亚 家 族 , 该 类 基因 在 许多 代谢 途径 以 及 植物 的 生 
长 发 育 和 非 生物 胁迫 反应 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 (Ballerini et al., 2020; Yin et al., 2020; Zhang 

et al., 2021; Rodas et al., 2021 )， 本 实验 室 前 期 〈 陈 宗 新 等 ，2019) 克隆 了 OsZ4772 基因 ， 该 

基因 在 水 稳 根 中 特异 表达 ， 定 位 于 细胞 核 ， 异 源 过 表达 OsZATI2 拟 南 芥 植株 矮小 ， 根 生长 
受到 抑制 。 水 稻 为 重要 的 粮食 作物 ， 生 物 / 非 生物 胁迫 、 植 物 激 素 等 均 影 响 植株 发 育 和 形态 
建成 ， 进 而 影响 产量 ， 作 为 在 植物 生长 发 育 和 非 生物 胁迫 中 可 能 起 着 重要 作用 的 OSZATI2, 
其 在 水 稳 生长 发 育 及 非 生物 胁迫 中 的 作用 尚 不 清楚 。 因 此 ， 该 文 首先 分 析 了 OSZATI2 的 启 
动 子 元 件 和 转录 活性 ， 采 用 qRT-PCR 技术 分 析 OsZATI2 在 非 生物 胁迫 和 植物 激素 处 理 下 的 
响应 模式 ， 并 利用 35S 启动 子 载体 和 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 分 别 得 到 纯 合 的 OsZ4772 
过 表达 植株 和 OsZAT12 敲 除 植 株 。 研 究 结果 表明 ，OsZ47T12 参与 了 水 稳 响应 多 种 非 生物 胁 
迫 和 激素 信号 的 调控 ， 影响 了 水 稻 株 型 、 穗 型 及 结实 率 等 农艺 性 状 ; 为 进一步 研究 OsZATI2 
参与 不 同 非 生物 胁迫 应 答 的 分 子 机 制 和 参与 ABA 信和 号 转 导 途径 的 调控 商定 基础 。 


1 材料 与 方法 


11 实验 材料 
粳稻 “中 花 11”〈WT)， 实 验 室 自 存 。 双 元 载体 pCAMBIA 1301 KARRE, CRISPR 
编辑 相关 载体 pYLCRISPR/Cas9Pubi-H ~ pYLgRNA-OsU6a/LacZ . pYLgRNA-OsU6a 、 
pYLgRNA-OsU3/LacZ. pYLsgRNA-OsU3 由 华南 农业 大 学 刘 兆 光 实验 室 惠 赠 ， 大 肠 杆 菌 
DH5a 感受 态 菌 种 和 根 癌 农 杆菌 EHA105 感受 态 菌 种 由 本 实验 室 保存 。 
1.2 OsZATI2 及 其 同 源 基因 的 保守 结构 域 分 析 

Æ NCBI 和 TAIR 数据 库 中 查找 拟 南 芥 和 水 稳 中 的 C1-2i 亚 家 族 成 员 ， 并 导出 这 些 基因 
的 氨基 酸 序 列 。 利 用 软件 Clusatl X 1.83 进行 多 重 序列 比 对 ,使 用 软件 DNAMAN 6.0 输出 图 
片 。 该 研究 中 进行 多 重 序列 比 对 的 基因 如 下 : At4ZF1 (At5g67450), AtAZF2 (At3g19580), 
AtAZF3 (At5g43170), AtZATS (At2g28200), AtZAT6 (At5g04340), AtZAT7 (At3g46090), 
AtZAT10 (Atl g27730), AtZATII (At2g37430), AtZATI2 (At5g59820), AtZAT18 (At3g53600), 
OsZFP252 (AAO46041.1), OsZFP245 (AAQ95583), OsZFP182 (NP001051718.1), OsZFP179 
(AAL76091.1), OsZFP36 (AAPS1130.1). 
1.3 OsZAT12 转录 活性 分 析 

双 菊 光 素 酶 报告 系统 是 萤火虫 荧光 素 酶 (firefly luciferase, LUC) 检测 系统 和 海 肾 荧光 
素 酶 (renilla luciferase, REN) 检测 系统 的 组 合 ， 常 用 来 分 析 转 录 因 子 的 转录 活性 。 该 研究 
使 用 拟 南 芥 原生 质 体 瞬时 表达 系统 进行 双 菊 光 素 酶 实验 ， 其 中 拟 南 芥 原生 质 体 的 提取 参考 
Wu et al. (2009) 的 方法 ， 双 菊 光 素 酶 活性 的 检测 根据 Promega 公司 Dual-Luciferase Reporter 
Assay System 试剂 盒 (Cat. No. E1910) 中 的 说 明 书 操作 ， 并 通过 计算 LUC/REN 的 比值 分 析 
OsZAT12 的 转录 激活 /抑制 活性 。 
1.4 OsZATI2 启动 子 分 析 

以 水 稻 OsZATI2 基因 的 起 始 密码 子 CATG) 上 游 2000 bp 作为 研究 对 象 ， 利 用 在 线 启 
动 子 分 析 工 具 PLACE © http:/www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ ) 和 PlantCARE 
Chttp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), XJ OsZATI2 的 启动 子 序列 进行 
调控 元 件 的 预测 和 分 析 。 
1.5 OsZATI2 基因 在 非 生物 胁迫 和 植物 激素 处 理 下 的 表达 分 析 
1.5.1 水 稻 种 子 消毒 及 幼苗 水 培 方法 

水 稻 种 子 去 壳 后 放 入 50 mL 离心 管 中 ， 加 75% 乙 醇 表 面 消毒 1 min， 后 用 2.599 RR 
钠 消毒 50 min， 无 菌 水 漂洗 5 次 ， 之 后 将 种 子 置 于 1/2 MS 固体 培养 基 中 培养 。 将 以 上 培养 
5d 的 无 菌 苗 移 至 96 孔 PCR 塑料 板 〈 剪 去 管 底 ) 进行 水 培 (16h 光照 /8h 黑暗 , 白天 28 'C/ 
夜晚 24 "CO, 水 稻 营 养 液 配方 参照 “国际 水 稳 研究 所 水 稻 营 养 液 ” 配 制 , 5-6 d 换 一 次 水 培 液 。 
1.5.2 非 生物 胁迫 处 理 方法 

取 苗 龄 14d 的 水 稳 幼 苗 为 材料 进行 非 生 物 胁 迫 处 理 。 有 具体 如 下 : 低温 胁迫 ， 将 水 稳 幼 
苗 放 置 于 4 CC 光照 培养 箱 (16h 光照 /8 h 黑暗 ) 中 ;渗透 胁迫 ,将 水 稻 幼 苗 置 于 含有 20% PEG 
(polyethylene glycol) 6000 的 水 稳 营养 液 中 ; 氧化 胁迫 ， 将 水 称 幼 苗 置 于 含有 20 umol. L! 
甲 基 紫 精 (methyl viologen, MV) 的 水 稳 营 养 液 中 ; 盐 胁 迫 处 理 ， 将 水 稻 幼 苗 置 于 含有 100 
mmol - L! NaCl 的 水 稳 营养 液 中 。 分 别 收取 处 理 0、0.5、1、3、6、12、24、48h 的 整 株 幼 
苗 ， 未 处 理 材料 同时 取样 作为 对 照 组 ， 所 有 样品 于 液 氮 速冻 后 -80 'C 保 存 备用 。 除 低温 处 理 
外 ， 其 他 胁迫 处 理 均 在 植物 培养 室 (16 h 光照 /8 h 黑暗 ， 白 天 28 'C/ 夜 晚 24 C) 进行 。 
1.5.3 植物 激素 处 理 方法 
WEA 14 d 的 水 稳 幼 苗 为 材料 进行 植物 激素 处 理 。 在 培养 液 中 分 别 添加 100 pmol + L? 
ABA (abscisic acid), 1 umol * L! 24-eBL (2,4-epibrassinolide ), 1 umol * L! IAA (indole-3-acetic 
acid), AHE O0. 1. 24. 48 h 后 取材 ( 取 整 株 幼苗 )， 未 处 理 材 料 同时 取样 作为 对 照 组 ， 所 
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样品 于 液 氮 速 冻 后 -80 'C 保 存 。 激 素 处 理 的 材料 均 放 在 植物 培养 室 Clo h 光照 /8 h 黑暗 ， 
白天 28 'C/ 夜 晚 24 C). 
1.5.4 水 稻 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 条 链 的 合成 

RNA 提取 根据 华 越 洋 超 快 型 植物 RNA 提取 试剂 盒 (Cat. No. 0416-50) 的 说 明 书 进行 。 
参照 Toyobo 反 转 录 试 剂 盒 (Cat. No. FSQ-301) 说 明 书 进行 cDNA. 第 一 条 链 的 合成 。 
1.5.5 OsZAT12 基因 的 qRT-PCR (quantitative real-time PCR 检测 

该 研究 中 的 qRT-PCR 采用 SYBR 染料 法 CGenStar 2 x RealStar Green Fast Mixture, Cat. 
No. A301-10 ) . 以 水 称 eEF-la 3 为 内 $ ( qPCR-eEF-la-F: 
5'-GCACGCTCTTCTTGCTTTC-3*; qPCR-eEF-la-R: 5'-AGGGAATCTTGTCAGGGTTG-3^), 
采用 2-^scT 法 计算 (Livak & Schmittgen, 2001 )OsZAT12 基因 的 相对 表达 量 (qPCR-OsZAT12-F: 
5’°-GACCTGAACCATCCACCCTG-3’; qPCR-OsZAT12-R: 
5'-CGGTATCCAAGAACTGGTGGAA-3^). 
1.6 OsZATI2 基因 过 表达 载体 和 CRISPR/Cas9 载体 构建 

由 于 OsZATI2 在 水 稻 根 中 特异 表达 《 陈 宗 新 等 ，2019)， 因 此 以 野生 型 水 稻 根 的 CDNA 
为 模板 ， 利 用 引物 OsZATI2-F: $'-CGGGATCCATGAAGAGGTTTGCA-3”〈 酶 切 位 点 BamH 
I), OsZATI2-R: 5'-AACTGCAGCTAGTAGCCGACGCA-3' GRE) gi PstD 扩 增 OsZATI2 
基因 ， 构 建 到 pCAMBIA1301 载体 上 ， 得 到 过 表达 载体 pCAMBIA301::35S::OsZATI2. 

利用 华南 农业 大 学 刘 泡 光 实 验 室 设 计 的 网 站 CRISPR-GE Chttp:;//skl.scau.edu.cn/) 设计 
OsZATI2 敲 除 鞭 点。 为 提高 敲 除 效率 ， 采 用 双 革 点 载体 的 策略 ， 因 此 OsZATI2 基因 设计 两 
A 8B, Hoc BE A 5°-CATGAGGCGCCACCGCGCCA-3’ 以 U6 AJR mp T, Bu 
5'-TGCGACGACATGAGCATCAG-3'UJ U3 为 启动 子 ， 有 具体 载体 构建 参考 Ma et al. (2015). 
1.7 OsZATI2 基因 遗传 转化 水 稻 及 转基因 植株 鉴定 

将 1.6 中 构建 好 的 重组 载体 (过 表达 载体 和 CRISPR/Cas9 载体 ) 转化 至 根 癌 农 杆菌 
EHA105 感受 态 细 胞 中 。 利 用 农 杆 菌 介 导 的 遗传 转化 法 将 重组 载体 转 进 水 稳 愈 伤 组 织 中 ， 具 
体 方法 参考 李 美 站 和 李 潜 清 (2003) 和 王 亚 琴 等 (2011)。 

转基因 植株 的 鉴定 采用 PCR 方法 。 剪 取 Ti 代 幼 苗 约 2 cm 长 的 叶片 ,利用 TPS 溶液 (100 
mmol : LI Tris-HCl, pH 8.0; 10 mmol : L! EDTA-Naz, pH 8.0; 1 mol: L! KC1) 提取 DNA。 过 
表达 OsZAT12 的 转基因 植株 利用 抗 性 筛选 标记 基因 HptII (hygromycin phosphotransferase II) 
设 计 引 物 Hyg-F: 5’-GATGTTGGCGACCTCGTATT-3’, Hyg-R: 
5'-TCGTTATGTTTATCGGCACTTT-3', 以 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 检测 。CRISPR 植株 采 
用 引物 CRISPR-F: $'-TCAGACAACAGAGAGGTTGGT-3: 和 CRISPR-R: $'-TAGTAGCCGAC 
GCAGTCAAC-3 4/3 OsZATI2 包括 靶 位 点 在 内 的 片段 ， 经 测序 后 检测 突变 位 点 。 
1.8 转基因 水 稳 幼 苗 对 外 源 ABA 的 敏感 性 分 析 
取 野 生 型 、 过 表达 OsZATI2 MRR OsZATI2 植株 的 种 子 ， 经 表面 消毒 后 播种 于 含 不 同 
浓度 ABA (0、1、5、10 umol LO 的 1/2 MS 培养 基 上 ， 每 个 株 系 在 不 同 ABA 浓度 培养 
基 上 播种 30 粒 种 子 ， 在 植物 培养 室 Cl6h 光照 /8h 黑暗 ， 白 天 28 'C/ 夜 晚 24 °C) 培养 10d 
后 拍照 并 统计 株 高 和 根 长 。 
1.9 数据 分 析 

所 有 实验 均 进 行 3 次 生物 学 重复 , 每 次 重复 中 每 个 样品 设置 3 个 技术 重复 。 数 据 统 计 为 
平均 值 + 标 准 偏差 。 利 用 软件 SPSS Statistics 中 的 单 因 素 方差 分 析 进 行 数 据 的 显著 性 分 析 C 
P«0.05; ** P<0.01). 
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2.1 转录 因子 OsZATI2 保守 结构 域 的 分 析 


e Sco 基因 编码 


南 并 和 水 区 | ue 


的 结构 域 与 拟 南 芥 和 水 稻 中 的 同 源 蛋 


，2019)。 为 进一步 研究 OsZATI2 


亚 家 族 中 的 部 分 成 员 ; 


区 全 长 597 bp， 该 基因 不 含 


行 了 多 重 序列 比 对 。 
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WA, 编码 198 VA 
蛋白 结构 域 的 保守 性 及 其 序列 特点 ， 对 拟 
结果 如 图 1 所 示 ，OsZAT12 
白 一致 ， 均 含有 两 个 包含 QALGGH 保守 序列 的 锌 指 结 


mT 


构 域 以 及 一 个 EAR motif Cethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic 


repression motif). M&A C 末端 的 EAR motif 通常 
1997; Englbrecht et al., 2004; Ciftci-Yilmaz & Mittler, 2008). 以 上 结果 说 明 OsZATI2 是 一 
典型 的 C2H2 型 锌 指 蛋 白 ， 
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AtAZF1 LPPLPSRASPSDHRDYK@ C IS] 131 
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OsZFP36 VGVGGQOQVOABSKI 102 
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第 一 个 锌 指 结构 域 
1s zinc finger domain 
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AtAZF2 ISHSGSVSSTVSEERS......... e eee 269 
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被 认为 具有 抑制 活性 (Meissner & Michael, 
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similarity between 33% and 50% (excluding 50%), the white part indicates similarity «3396. 
图 1 水 稻 和 拟 南 芥 C2H2 型 锌 指 蛋 白 氨基 酸 序列 的 多 重 比 对 


Fig. 1 Alignment of amino acid sequences of selected C2H2 zinc finger proteins in Oryza sativa 


and Arabidopsis thaliana 


22 转录 因子 OsZATI2 的 转录 活性 分 析 

该 研究 采用 双 荧 光 素 酶 报告 系统 检测 OsZAT12 的 转录 活性 ， 将 OsZATI2 与 包含 GALA 
DNA 结合 结构 域 (GAL4 DNA binding domain, GALBDO 的 效应 载体 融合 (图 2:A)， 同 时 
与 携带 交 光 素 酶 基因 的 报告 载体 共同 转化 拟 南 芥 原 生 质 体 , 检测 对 照 组 和 实验 组 的 萤火虫 严 
光 素 酶 〈firefly luciferase, LUC) 活性 和 海 骨 荧光 素 酶 (firefly luciferase, REN) 活性 并 计 
算 LUC/REN 值 。 结 果 发 现 ， 实 验 组 的 LUC/REN 值 显著 低 于 对 照 组 (图 2:B)， 表 明 转 录 因 
子 OsZATI2 具有 转录 抑制 活性 。 
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A. 双 荧 光 素 酶 实验 载体 构建 示意 图 ， 其 中 GALBE (GALA binding element?) 是 GALA 结合 元 件 ，GALBD 
(GALA DNA binding domain) 是 GAL4 DNA 结合 结构 域 ，35S mini 启动 子 是 只 含 46 bp 的 35S 启动 子 ; B. 

双 荧 光 素 酶 报告 系统 检测 OsZATI2 的 转录 活性 ; 报告 载体 和 效应 空 载体 作为 对 照 组 (control group)， 报 告 

载体 和 连 有 OsZATI2 的 效应 载体 作为 实验 组 (experiment group); 实验 结果 为 三 次 生物 学 重复 的 平均 值 寺 

标准 偏差 。 对 照 组 的 LUC/REN 比值 设 为 1，** 表 示 与 对 照相 比 达到 极 显 著 水 平 (P<0.01)。 

A. schematic structures of plasmids used in dual-luciferase assay, GALBE is GAL4 binding element, GALBD is 


GAL4 DNA binding domain, and -46 35S mini promoter indicates that 35S promoter only contains 46 bp; B. the 
dual luciferase reporter system detects the transcriptional activity of OsZAT12; the reporter and effector vectors 


serve as control group, the reporter vectors and the effector vector with OsZAT12 were used as the experimental 


group; values are the means + SD from three biological replicates. The LUC/REN ratio of control was defined as 1, 
** indicates a significant difference at P « 0.01. 

图 2 OsZAT12 的 转录 活性 分 析 

Fig. 2 Transcriptional activity analysis of OsZAT12 
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2.3 OsZATI2 启动 子 的 序列 分 析 


以 水 稻 OsZATI2 基因 的 起 始 密码 子 (ATG) 上 游 2000 bp 作为 研究 对 象 ， 使 用 启动 子 
在 线 分 析 网 站 对 OsZ4772 局 动 子 进行 调控 元 件 预测 。 结 果 显 示 OsZATI2 启动 子 上 调控 元 件 
非常 丰富 ， 除 了 基本 的 核心 启动 子 元 件 (TATA box 和 CAAT box 元 件 )， 该 段 序列 中 还 具有 
非 生物 胁迫 和 激素 相关 的 顺 式 作用 元 件 。 其 中 与 非 生 物 胁迫 相关 的 有 2 个 MYB 转录 因子 结 
合 元 件 ; 与 激素 相关 的 元 件 包括 3 个 GA 响应 元 件 、3 个 ABA 响应 元 件 、2 个 Auxin 响应 
元 件 和 1 个 JA 响应 元 件 等 (图 3)。 推 测 OsZATI2 基因 的 表达 可 能 受 非 生物 胁迫 因子 和 多 
种 激素 的 调节 。 
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赤 霉 素 响应 元 件 茉莉 酸 响 应 元 件 与 干旱 相关 的 MYB 结 合 位 点 
GA-responsive element JA-responsive element MYB binding site involved in drought-inducibility 


图 3  OsZATI2 启动 子 生物 信息 学 分 析 
Fig.3 Bioinformatics analysis of OsZAT12 promoter 


2.4 非 生 物 胁迫 处 理 下 OsZATI2 的 表达 分 析 

拟 南 芥 Z4772 在 活性 氧 以 及 非 生物 胁迫 信号 传导 中 起 着 重要 的 作用 (Davletova et al., 
2005 )。 水 稻 OsZATI2 启动 子 中 含有 非 生 物 胁 迫 相关 的 元 件 (图 3), 推测 其 可 能 响应 非 生物 
胁迫 。 于 是 进一步 检测 了 水 稻 幼 苗 在 低温 (4 CO. 渗透 胁迫 (20% PEG 60000. 氧化 胁迫 (20 
umol: L! MV) 和 盐 胁 迫 〈100 mmol.LLNaCl) 处理 下 OsZATI2 的 表达 。 如 图 4:A 所 示 ， 
低温 处 理 48h A, OsZATI2 的 表达 均 呈 下 调 趋势 ， 其 中 在 处 理 12 h 时 OsZATI2 的 表达 量 
降 到 最 低 ， 之 后 略微 上 调 。 在 渗透 胁迫 处 理 下 ，OsZ4772 表达 量 呈 先 下 降 后 上 升 的 趋势 ， 从 
3h 上 升 一 直到 48 h, OsZATI2 的 表达 量 达到 未 处 理 时 的 2 倍 左右 (图 4:B)。 然 而 ,在 20 umol 
“LIMV 和 100 mmol +L! NaCl 的 处 理 下 ，Os2Z4712 的 表达 量 随 时 间 变 化 未 出 现 明显 的 上 调 
或 下 调 趋势 《图 4:C, 了)。 以 上 结 吉 果 表明 OsZATI2 基因 的 表达 响应 多 种 非 生物 胁迫 ， 且 随 胁 
迫 时 间 的 延长 其 表达 量 出 现 不 同 的 变化 趋势 。 


A : B 2 


N 
in 
J 


N 
1 


相对 表达 水 平 
Relative expression level 

相对 表达 水 平 
Relative expression level 


0% PEG 6000 


处 理 时 间 Processing time (h) 处 理 时间 Processing time (h) 


c 20 umol: L`! MV D 100 


a 

E N 

一 in N in 
* 


相对 表达 水 平 


S 
in 


Relative expression level 
e 
o 
相对 表达 水 平 
Relative expression level 


o 
o 


0 0.5 1 3 6 12 24 48 


So 


0.5 1 


mmol : L`! NaCl 


3 6 12 24 48 


处 理 时 间 Processing time (h) 处 理 时 间 Processing time (h) 


A. OsZATI2 在 4C 胁 迫 处 理 下 的 表达 量 分 析 ; B. OsZ4772 在 20% PEG 胁迫 
C. OsZATI2 在 20 umol + L? MV 胁迫 处 理 1 
的 表达 量 分 析 。 每 组 处 理 0h 的 相对 表达 量 分 别 设 为 1，* 表 示 与 对 照相 比 达 到 显 
A. Expression level of OsZAT12 under 4'C treatment; B. Expression level of OsZATI2 
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下 的 表达 量 分 析 ; D. OsZAT12 在 100 mmol - L! NaCl 胁迫 处 理 下 


BIE (P<0.05). 
under 20% PEG treatment; 


C. Expression level of OsZAT12 under 20 umol - L! MV treatment; D. Expression level of OsZAT/2 under 100 


mmol - L! NaCl treatment. The relative expression level of 0 h after each treatment was defined as 1, * indicate a 


significant difference at P < 0.05. 
4 不 同 非 生物 胁迫 下 OsZATI2 的 表达 水 平 
Fig. 4 Expression level of OsZAT/2 under abiotic stre 


2.5 不 同 植物 激素 处 理 下 OsZATI2 的 表达 分 析 


SSeS 


植物 激素 作为 植物 内 源 信 号 分 子 ， 在 植物 生长 发 育 过 程 中 起 着 重 


要 的 作用 。OsZ4772 


的 启动 子 中 含有 多 个 激素 相关 元 件 (图 3)， 推 测 其 可 能 响应 激素 水 平 的 变化 。 植 物 激 素 处 
理 实验 结果 表明 ， 外 施 ABA 显著 下 调 OsZATI2 的 表达 。 处 理 1 h 时 OsZATI2 的 表达 量 迅 


速 下 降 ， 在 24h 降 到 最 低 ， 约 为 对 
umol: L! ff] 24-eBL, 在 1h 时 OsZATI2 表达 开始 上 调 , 一直 持续 到 


FREE 0.1 fii, 48h 时 略 有 升 高 (图 5:A)。 相 反 ， 外 施 1 


48h 并 达到 最 高 ， 为 


对 照 的 12 倍 (图 $:B)。IAA 处 理 也 能 上 调 OsZATI2 的 表达 ， 其 表达 量 在 24h 达到 最 高 ， 
一 直 持 续 到 48h (图 5:C)。 这 些 结果 说 明 OsZATI2 对 不 同 植物 激素 的 响应 各 异 ， 可 能 参与 


不 同 植物 激素 信号 对 水 稻 生 长 发 育 的 调控 。 


人 B C 
100 umol - L! ABA 1 pmol : L! 24 -eBL 
1.5 14 T 5 
i 8 ** i s 
JF 8 we 3 
RÉ RE 
RES Re 2 
* “2 4 “8 
* 号 号 
kk g 2 2 
0 0 0 
0 1 24 48 0 1 24 48 
处 理 时 间 Processing time (h) 处 理 时 间 Processing time (h) 


A. OsZAT12 在 100 pmol  L' ABA 处 理 下 的 表达 量 分 析 ; B. OsZATI2 在 1 pmol: 


1 umol : L! IAA 
* ** 
0 1 24 48 


处 理 时 间 Processing time (h) 


L?! 24-eBL 处 理 下 的 表达 


fin 


分 析 ; C. OsZATI2 在 1 pmol: L' IAA 处 理 下 的 表达 量 分 析 。 每 组 处 理 0h 的 相对 表达 量 分 别 设 为 1，*#* 
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A. Expression level of OsZAT12 under 100 pmol * L ABA treatment; B. Expression level of OsZAT12 under 1 
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expression level of 0 h after each treatment was defined as 1, * and ** indicate a significant difference at P « 0.05 


and P « 0.01, respectively. 
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5 不 同 植物 激素 对 OsZATI2 的 表达 水 平 
Fig. 5 Expression level of OsZAT12 under different phytohormones treatments 


2.6 OsZAT12 转基因 植株 的 获得 
2.6.1 OsZAT12 敲 除 植株 的 筛 ; 
使 用 特异 检测 引物 CCRISPR-F 和 CRISPR-R) 对 OsZATI2 敲 除 植 株 的 基因 组 DNA 进 
47 PCR 扩 增 ， 然 后 对 得 到 的 单一 PCR 片段 产物 进行 测序 。 结 果 得 到 了 三 个 敲 除 OSZATI2 
的 纯 合 株 系 ， 其 中 oszat12-12-3 和 oszat12-8-15 株 系 均 为 单 碱 基 插 入 ， 而 oszat12-10-10 株 系 
则 是 缺失 一 段 序列 (图 6)。 


Alignments of Allelel, Allele2, and reference sequence: 

Allelel: | CAGGCTCTCGGCGGCCACATTGAGGCGCCACCGCGC (insertion) 
Allele2: ^ CAGGCTCTCGGCGGCCACATTGAGGCGCCACCGCGC (insertion) 
Reference: CAGGCTCTCGGCGGCCACAT—GAGGCGCCACCGCGC 


q 


oszat12-12-3 


Alignments of Allelel, Allele2, and reference sequence: 

Allelel:  GTGCTGATGCTCATGTCGTCAGCACGGGCAGCAGGA (insertion) 
Allele2: ^ GTGCTGATGCTCATGTCGTCAGCACGGGCAGCAGGA (insertion) 
Reference: GTGCTGATGCTCATGTCGTC—GCACGGGCAGCAGGA 


oszat12-8-15 


Alignments of Allelel, Allele2, and reference sequence: 

Allelel: | GCGCGTGCTGATGCTCATGT GGCTCTGCCGGTGCC (deletion) 
Allele2: GCGCGTGCTGATGCTCATGT GGCTCTGCCGGTGCC (deletion) 
Reference: GCGCGTGCTGATGCTCATGTCGTCGCACGGGCAGCAGGAGCAGGCGCTGGCTCTGCCGGTGCC 


oszat12-10-10 


6 不 同 OsZATI2 敲 除 株 系 的 测序 结果 
Fig. 6 Sequencing results of OsZAT12 knockout lines 


2.6.2 OsZAT12 过 表达 植株 的 表达 量 检测 

同时 , 获得 4 个 过 表达 OsZAT12 纯 合 株 系 ,分 别 命 名 为 OE8.OE3.OEO 和 OES ,qRT-PCR 
结果 (图 7) 显示 ， 与 野生 型 相 比 ， 过 表达 株 系 OES. OE3 和 OE5 的 表达 量 显著 提高 ， 而 
OE9 的 表达 量 有 所 提高 ， 但 与 野生 型 无 显著 差异 。 于 是 该 研究 选取 OE8 和 OE3 AF a eh 
Jis 


T 


hus 


相对 表 
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WT 中 OsZAT12 基因 的 相对 表达 量 设 为 1，* 表 示 与 对 照相 比 达到 显著 水 平 (P<0.05)。 


Relative expression level of OsZATI2 in WT was defined as 1, * indicates a significant difference at P < 0.05. 


7 转基因 植株 中 OsZ4772 基因 的 qRT-PCR 分 析 
Fig.7 qRT-PCR analysis of OsZATI2 expression in transgenic plants 


2.7 OsZATI2 转基因 水 稻 对 ABA 的 敏感 性 分 析 

ABA 作为 胁迫 激素 ， 是 植物 响应 生物 / 非 生物 胁迫 的 重要 调控 因子 C Chen et al., 2020; 
Bharath et al., 2021). OsZATI2 启动 子 序列 中 包含 三 个 ABRE (ABA responsive element) (BI 
3), H ABA 有 抑制 OsZATI2 表达 的 作用 (图 $:A)。 在 获得 过 表达 OSZATI2 和 敲 除 OsZATI2 
的 植株 后 ， 进 一 步 检测 其 对 ABA 的 敏感 性 。 结 果 表 明 ，ABA 抑制 了 野生 型 和 OsZATI2 超 
表达 幼苗 的 生长 , 且 随 着 ABA 浓度 的 升 高 , 抑制 程度 越 大 , 但 OsZATI2 过 表达 株 系 的 株 高 、 
根 长 都 显著 高 于 野生 型 (图 8)。OsZ4772 敲 除 植 株 的 株 高 在 5 umol * L' ABA 处 理 下 显著 低 
于 野生 型 ; 低 浓度 ABA CI umol * LO 处 理 下 ,其 根 长 显著 高 于 野生 型 , 但 在 较 高 浓度 ABA 
(10 pmol L) 处 理 下 ， 根 长 与 野生 型 无 显著 差异 (图 8)。 以 上 结果 表明 过 表达 OsZAT12 
会 降低 水 稳 对 ABA 的 敏感 性 ,而 谢 除 OsZ4712 则 在 合适 的 ABA 浓度 下 才 会 增强 水 稻 对 ABA 
的 敏感 性 。 
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A. OsZATI2 转基因 水 稻 在 不 同 浓度 外 源 ABA 处 理 下 的 表 型 ， 标 尺 =2 cm; B. OsZATI2 转基因 水 稻 在 不 同 
浓度 外 源 ABA 处 理 下 的 株 高 ;，C. OsZATI 2 转基因 水 稻 在 不 同 浓度 外 源 ABA 处 理 下 的 根 长 。OE8、OE3 为 
OsZATI2 过 表达 株 系 ; 0szat12-10-10 为 OsZAT12 敲 除 植株 。* 表 示 与 WT 相 比 达 到 显著 水 平 CP «0.055; ** 
表示 与 WT 相 比 达到 极 显著 水 平 CP «0.010, 0-30. 

A. the phenotype, B. shoot length and C. the root length of OsZAT12 transgenic rice under different concentrations 


of exogenous ABA treatment, scale bar=2 cm. OE8 and OE3 are OsZAT12 overexpression lines; oszat/2-12-3, 
oszat12-10-10, and oszat12-8-15 are OsZAT12 knockout plants. * and ** indicate a significant difference at P < 
0.05 and P « 0.01, respectively; n = 30. 

图 8 OSZATI2 转基因 水 稳 幼 苗 对 ABA 的 敏感 性 分 析 

Fig. 8 Sensitivity analysis of OsZAT/2 transgenic rice seedlings to ABA 


2.8 OsZAT12 转基因 植株 农艺 性 状 的 观察 与 统计 

农艺 性 状 的 统计 分 析 结 果 表明 ， 在 分 莹 期、 抽穗 期 、 成 熟 期 这 三 个 时 期 中 ，0OsZ4712 
过 表达 水 稳 的 株 高 均 显 著 低 于 野生 型 ，OsZ4712 敲 除 植株 则 与 野生 型 没有 显著 差异 〈 医 
9:A, B, D,F); 根 长 和 分 蒙 数 这 两 个 指标 ,无 论 是 OsZATI2 过 表达 还 是 敲 除 植株 ， 均 与 野生 
型 并 无 显著 差异 (图 9:C, E, G). OsZATI2 襄 除 植株 的 每 株 穗 数 和 结实 率 均 显 著 低 于 野生 型 ， 


而 OsZATI2 过 表达 株 系 与 野生 型 无 显著 差异 (图 9:H, ID)。 以 上 结果 表明 OsZATI2 影响 水 稳 
的 株 高 、 每 株 穗 数 和 结实 率 。 
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A. OsZATI 2 转基因 水 稻 分 蔡 期 、 抽 惩 期 和 成 熟 期 的 表 型 ， 标 尺 =$ om; B-C. OsZATI2 转基因 水 稻 分 蔡 期 的 

REMIK; D-E. OsZATI 2 转基因 水 稻 抽穗 期 的 株 高 和 分 药 数 ，F-L. OsZAT12 转基因 水 稳 成 熟 期 的 株 高 、 

分 葛 数 、 每 株 穗 数 和 结实 率 .OE8 和 OE3 为 OsZATI2 过 表达 株 系 ;oszat12-12-3、oszat12-10-10 和 oszat12-8-15 

为 OsZATI2 敲 除 植株 。* 表 示 与 WT 相 比 达到 显著 水 平 〈P<0.05); 六 表示 与 WT 相 比 达到 极 显著 水 平 
(P<0.01), n=30. 


A. Ehenotype of OsZAT12 transgenic rice at tillering stage, heading stage and maturity stage, scale bar = 5 cm; 
B-C. Plant height and root length of OsZATI2 transgenic rice at tillering stage; D-E. Plant height and and tiller 
number of OsZATI2 transgenic rice at heading stage; F-I. Plant height, tiller number, panicle number per plant and 
seed setting rate of OsZAT12 transgenic rice at maturity stage. OE8 and OE3 are OsZATI2 overexpression lines; 
oszat12-12-3, oszat12-10-10, and oszatl2-8-15 are OsZATI2 knockout plants. * and ** indicate significant 
differenceS at P « 0.05 and P « 0.01, respectively; n — 30. 
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Fig. 9 Agronomic traits of OsZAT12 transgenic rice and wide type 
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表达 MaC2H2-2 fll MaC2H2-3 显著 抑制 MaICEI (inducer of CBF expression， 冷 信号 传导 
径 的 一 个 关键 组 成 部 分 ) 的 转录 ; 因此 ，MaC2H2s 可 能 通过 抑 


途 
制 MaICEI 的 转录 来 增强 香 


)。 低 温 处 理 上 调 拟 南 芥 ZATI2 的 表达 (Davletova et al., 2005), 


8H Z4772 负 调 控 拟 南 


AK 


芥 对 冷 胁 迫 的 适应 (Vogel et al., 2005)。 该 文 研究 则 表明 ，4 C RUA OsZATI2 的 表达 ， 这 说 
HH ZAT12 在 拟 南 芥 和 水 稻 中 对 低温 胁迫 的 响应 模式 不 同 ， 这 暗示 两 者 的 功能 可 能 不 同 。 许 


多 非 生 物 胁迫 《如 盐 、 冷 和 


F 旱 ) 可 诱发 植物 产生 渗透 胁迫 (Han etal., 2020)。 渗 透 胁迫 导 


致 植物 生理 和 干旱、 离子 失衡 、 氧 化 损伤 和 生长 抑制 CYamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006). 


拟 南 芥 Z4770 在 渗透 胁迫 处 理 后 表达 显著 上 调 ,万 


其 在 叶片 中 ;过 表达 Z4770 拟 南 芥 和 zat10 


突变 体 均 表现 出 对 渗透 胁迫 的 耐 受 性 增强 (Mittler et al., 2006)。 在 拟 南 芥 中 ，ZAT10 被 认为 
是 渗透 胁迫 的 正 调控 因子 并 受 MAP 激酶 的 调控 (Nguyen et al., 2016)。 杨 树 中 鉴定 出 16 个 
C1-2i 亚 家 族 成 员 ， 其 中 6 个 成 员 参 与 了 渗透 胁迫 (Gourcilleau et aL, 2011)。 在 拟 南 芥 中 异 
源 过 表达 大 豆 GmZAT4, 该 基因 可 通过 ABA 途径 提高 拟 南 芥 对 20% PEG 6000 的 耐 受 性 (Sun 
et al., 2019)。 在 水 稻 中 ，20% PEG 6000 处 理 后 RZF71 的 表达 显著 上 调 ， 表 明 该 基因 在 渗透 
胁迫 反应 中 发 挥 重 要 作用 (Guo etal., 2007)。 与 拟 南 芥 ZATIO 和 水 稻 RZF71 的 表达 模式 不 
同 ， 该 文 研究 发 现 ， 在 20% PEG 6000 的 渗透 胁迫 处 理 过 程 中 ，Os24772 的 表达 先 下 降 ， 随 
后 逐渐 转变 为 上 调 趋势 。 综 合 以 上 结果 说 明 OsZATI2 的 表达 受到 非 生 物 胁迫 (如 低温 或 渗 
透 胁迫 ) 的 调控 ， 推 测 OsZ4772 参与 了 水 稻 响 应 非 生物 胁迫 的 过 程 。 

该 研究 对 水 稻 OsZ4772 启动 子 分 析 发 现 其 中 含有 激素 相关 元 件 ， 有 趣 的 是 ，OyZ4772 
I 表达 在 24-eBL. IAA 处 理 后 上 调 ， 推 测 OsZATI2 也 参与 了 不 同 激 素 信 号 途径 。ABA 是 植 
物 非 生物 胁迫 中 一 个 重要 的 调控 因子 ， 因 其 广泛 在 和 干旱、 寒冷、 高 温 、 盐 胁迫 和 水 泛 等 逆境 
中 起 着 重要 的 作用 ， 被 称 为 胁迫 激素 (Chen et al., 2020; Bharath et al., 2021 ) 。 水 稻 C1-2i XE. 
家 族 成 员 的 ZFP179，ABA 处 理 3h 后 其 表达 上 调 ， 随 后 下 调 ， 至 24h 时 达到 最 高 (Sun et 
al., 2010)。 而 该 研究 却 发 现 ，ABA 显著 下 调 OsZATI2Z 的 表达 ， 说 明 两 者 在 ABA 信号 传导 
途径 中 的 功能 可 能 存在 不 同 , 过 表达 ZFP179 基 因 的 水 稻 幼 苗 表现 增加 对 ABA 的 敏感 性 (Sun 
et al., 2010 )。 而 该 研究 则 发 现 过 表达 OsZATI2 降低 了 水 稻 对 ABA 处 理 的 敏感 性 。 过 表达 
OsZAT12 水 稻 幼苗 和 过 表达 ZEP179 水 稳 幼 苗 对 外 源 ABA 敏感 性 的 差异 可 能 与 这 两 个 基因 
对 ABA 的 响应 模式 不 同 有 关 。 有 趣 的 是 ，OsZ4712 敲 除 植 株 的 株 高 只 有 在 5 umol - L' ABA 
处 理 下 显著 低 于 野生 型 ， 而 在 正常 条 件 及 低 浓 度 ABA (1 umo: L) 处 理 下 ， 根 长 显著 高 
于 野生 型 ， 在 较 高 浓度 ABA (10 umol L'O 处 理 下 ， 根 长 与 野生 型 无 显著 差异 。 我 们 推测 ， 
敲 除 OsZATI2 后 可 能 会 降低 植株 内 源 ABA 含量 ， 只 有 外 施 合适 浓度 的 ABA I, PERR 
OsZATI2 植株 才 会 表现 出 对 ABA 的 敏感 性 增强 ， 这 与 osbglu33 水 稻 突变 体 及 过 表达 
ZmWRKY114 的 水 称 植 株 对 外 源 ABA. 的 响应 方式 相似 (Ren et al., 2019; Bo et al., 2020)。 结 
ft OsZATI2 对 非 生物 胁迫 (低温 胁迫 和 渗透 胁迫 ) 及 胁迫 激素 ABA 的 响应 模式 ， 推 测 
OsZAT12 参与 调节 非 生物 胁迫 及 激素 信号 途径 , 进而 影响 了 水 稳 株 型 的 发 育 , 并 且 在 水 稳 穗 
型 及 结实 中 也 起 着 重要 的 调控 作用 。 进 一 步 深入 研究 OsZ4772 如 何 参 与 植物 不 同 非 生物 胁 
人 迫 应 答 的 分 子 机 制 和 ABA. 信号 转 导 途 径 的 调控 , 将 为 利用 OsZATI2 进行 水 稳 耐 道 稳产 分 子 
设计 育种 提供 实验 依据 。 
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